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Założenia Pośród technik chemii analitycznej używanych w laboratoriach na
całym świecie szczególne miejsce zajmują techniki spektroskopowe. Umożliwia-
ją one wyznaczanie struktur molekuł oraz dają wgląd w mechanizmy reakcji
chemicznych. Wiedza o tym, jak przebiega reakcja w czasie pozwala na opty-
malizację procesu np. w celu zwiększenia jego wydajności. W celu efektywnych
pomiarów czasorozdzielczych ważne jest stworzenie szybkich technik pomiaro-
wych, które umożliwiałyby powtarzanie eksperymentów z dużą częstotliwością.
Dwu- i wielo-wymiarowa spektroskopia NMR jest doskonałym źródłem szczegó-
łowej informacji strukturalnej, ale jest zbyt powolna aby mogła służyć efektyw-
nemu monitorowaniu reakcji. Celem niniejszej pracy było opracowanie meto-
dy umożliwiającej stosowanie wielowymiarowej spektroskopii NMR w wariancie
czasorozdzielczym.
W tradycyjnym podejściu monitorowanie reakcji za pomocą NMR przepro-
wadza się przy użyciu serii widm jednowymiarowych (najczęściej 1H NMR). Są
to szybkie i czułe eksperymenty, ale zawodzą w przypadku skomplikowanych
mieszanin których widma składają się z olbrzymiej liczby nakrywających się
pików. Problem rozdzielczości można rozwiązać wprowadzając dodatkowe wy-
miary widma. Spektroskopia wielowymiarowa jest jednak czasochłonna. Głów-
ną przyczyną nie jest jednak jej niska czułość, ale ograniczenia klasycznej teorii
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próbkowania (teoremat Nyquista i zasada nieoznaczoności Fouriera) w wyniku
których szerokość piku jest związana z liczbą zmierzonych punktów sygnału,
a więc pośrednio z czasem pomiaru, który musi sięgać często kilku dni. Wiele
technik zostało zaproponowanych, aby ominąć te ograniczenia, takich jak ultra-
szybki NMR [1] czy nowe techniki próbkowania [2]
Próbkowanie niejednorodne (Non uniform sampling (NUS)) jest coraz czę-
ściej stosowane jako technika pozwalająca na pomiar wielowymiarowego widma
w stosunkowo krótkim czasie. W podejściu NUS, jedynie niewielki podzbiór lo-
sowo wybranych punktów sygnału jest rzeczywiście mierzony w eksperymencie.
Pozostałe punkty są rekonstruowane za pomocą zaawansowanych algorytmów,
różniących się założeniami i zakresem stosowalności.
Czasorozdzielczy NUS (Time Resolved NUS (TR-NUS)) został zapropono-
wany przez Orekhova i współpracowników [3]. Idea podejścia opiera się na za-
rejestrowaniu sygnału NUS próbkowanego losowo równolegle do procesu zacho-
dzącego w próbce. Zestaw danych jest następnie dzielony na podzbiory odpo-
wiadające kolejnym momentom czasu rzeczywistego. Każdy z podzbiorów służy
do rekonstrukcji widma, które stanowi “klatkę” w “filmie” obrazującym zmiany
zachodzące w widmie w wyniku reakcji.
Sposób realizacji W ramach niniejszej pracy udoskonalałam oryginalną tech-
nikę TR-NUS przez zastosowanie algorytmów przetwarzania danych opartych na
skompresowanym próbkowaniu (compressed sensing, CS ). CS jest grupą metod
rekonstrukcji widma z danych NUS opartych na założeniu, że powstające wid-
mo jest rzadkie lub kompresowalne. Założenie takie jest dość dobrze spełnione w
przypadku widm NMR, które zazwyczaj składają się ze stosunkowo niewielkiej
liczby pików w dziedzinie częstości (w porównaniu z jej rozmiarem). Zastoso-
wanie CS w przetwarzaniu TR-NUS zapewnia dużo lepsze efekty niż oryginalna
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metoda dekompozycji wielowymiarowej [3], ale wymaga optymalizacji parame-
trów takich jak: rodzaj próbkowania, wielkość “klatki”, dopuszczalne zmiany
amplitudy pików etc. Analiza widma przypominającego “film”, choć potencjal-
nie dostarczająca wielu nieoczywistych informacji, jest również nietrywialna.
Głównymi celami niniejszej pracy było:
• Wprowadzenie wariantu TR-NUS opartego na przetwarzaniu danych za
pomocą CS i zastosowanie go w monitorowaniu reakcji zachodzących w
skomplikowanych mieszaninach lub próbkach makromolekuł.
• Zaproponowanie technik przetwarzania sygnału o optymalnej rozdzielczo-
ści czasowej i czułości.
• Opracowanie technik analizy widma otrzymanego z TR-NUS.
• Teoretyczna analiza kształtu linii i artefaktów.
Wyniki W początkowym etapie moich badań zastosowałam TR-NUS do mo-
nitorowania wywołanego temperaturą procesu rozwijania dwóch niewielkich bia-
łek globularnych (ubikwityny ludzkiej i domeny SH3 białka alfa-spektryny ku-
rzej). Próbkowanie pośrednio mierzonego czasu t1 w eksperymencie
15N HSQC
było prowadzone równolegle do liniowej zmiany temperatury. Po przetworzeniu
danych TR-NUS za pomocą algorytmów CS, położenia i intensywności pików
zostały porównane z klasycznym eksperymentem. Został też oceniony empirycz-
nie wpływ rozmiaru “podzbioru” na jakość widma. Efektem prac była publikacja
w piśmie ChemPhysChem.[4].
Powodzenie metody w projekcie skłoniło mnie do zastosowania jej w analizie
chemicznej produktów reakcji enzymatycznych zachodzących w mieszaninach
pochodzenia naturalnego. Jako przykładu użyłam reakcji fermentacji alkoholo-
wej i mlekowej zachodzącej w roztworach mąki pszennej oraz mleka. Opracowa-
łam protokół eksperymentalny, skrypty służące analizie widm TR-NUS (“śle-
dzeniu” pików od klatki do klatki) oraz sposób zwiększenia rozdzielczości czaso-
wej post factum. Ponadto, zaproponowałam użycie metody analizy korelacyjnej
STOCSY [5][6], standardowo stosowanej w seryjnych pomiarach jednowymiaro-
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wych, w analizie otrzymanych wykresów intensywności pików widmowych. Za-
stosowanie STOCSY umożliwiło rozdział widma mieszaniny na “pod-widma”
związków zaangażowanych w niezależne reakcje chemiczne. Wyniki badań zo-
stały opublikowane w w piśmie Analytical Chemistry.[7]
Obserwowane w obu powyższych projektach stosunkowo duże wahania am-
plitudy pików nie mogły być wytłumaczone wyłącznie zjawiskiem niedoskonałej
rekonstrukcji sygnału NUS. Widma TR-NUS zawierają dodatkowe artefakty
związane z amplitudą sygnału zmieniającą się w ramach jednego podzbioru.
Eksperymentalne i teoretyczne zbadanie tego zjawiska było następnym zada-
niem realizowanym w ramach niniejszej pracy. Modelowym układem do badania
tego zagadnienia było widmo 2D NOESY zdominowane przez silne piki diago-
nalne. Aby wywołać kontrolowaną, liniową zmianę amplitudy pików, pośrednio
mierzony czas t1 był zmieniany losowo. Czas mieszania był zmieniany liniowo
równolegle do inkrementowania TR-NUS. Uzyskane wyniki stosunku sygnału do
artefaktów dla różnych szybkości inkrementacji były porównane z zależnościami
uzyskanymi w wyniku rozważań teoretycznych. Praca została opublikowana w
Journal of Magnetic Resonance.[8]
Rozszerzeniem badań teoretycznych była praca nad właściwościami algoryt-
mów CS dotycząca dopuszczalnego poziomu próbkowania sygnału i jego zależno-
ści od liczby pików w widmie. Badania te, prowadzone w oparciu o powszechnie
stosowane widma 13C HSQC oraz NOESY prowadziły do wyników zgodnych
z teorią CS, ale sprzecznych z ugruntowanym (fałszywym) przeświadczeniem
o zależności trudności rekonstrukcji od poziomu próbkowania NUS mierzonego
względem pełnej siatki (a nie, jak mówi teoria, liczby pików). Wyniki analiz sta-
ły się częścią większego przeglądu opublikowanego w Journal of Biomolecular
NMR.[9]
Powodzenie metody w badaniach chemicznych i zrozumienie jej ograniczeń
spowodowały, że można było myśleć o rozszerzeniu jej zastosowań na trudniej-
sze przypadki, np. problemy mikrobiologii. Jako przykład wybrałam rzeczywisty
problem występujący w kosmetologii, mianowicie działanie środków antybakte-
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ryjnych na szczep Propionibacterium acnes wywołujący trądzik. Badanie meta-
bolizmu kolonii bakterii in situ zmieniającego się pod wpływem dodatku toniku
antybakteryjnego stało się możliwe dzięki użyciu TR-NUS. We współpracy z Dr
Irena Eris S.A. przebadano szereg czynników antybakteryjnych i zaproponowa-
no protokół oparty na eksperymentach TR-NUS: 2D TOCSY i 2D HSQC. Ten
ostatni miał zastosowanie w przypadku kolonii żywionych znakowaną wzbogaco-
ną w 13C glukozą. Praca została wysłana niedawno do Frontiers in microbiology.
Jako perspektywę przyszłych udoskonaleń przeanalizowałam możliwość uży-
cia transformacji Radona w przetwarzaniu widm w których zachodzi liniowa
zmiana położeń pików. Wstępne badania, oparte na serii pomiarów 1D i 2D
15N HSQC wskazują, że możliwe jest znaczne wzmocnienie czułości pomiaru
lub jego przyspieszenie. Co ciekawe, podejście jest oparte na klasycznym prób-
kowaniu, a zatem nie posiada ograniczeń związanych z rekonstrukcją CS. Praca
jest w przygotowaniu, wyniki są zebrane w rozdziale “Perspectives“ niniejszej
rozprawy.
Wnioski Zaproponowana metoda okazała się efektywnym rozwiązaniem w
wielu problemach: od chemii analitycznej do mikrobiologii. Jej dalsze udosko-
nalenia stały się tematem kolejnego projektu, finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach programu OPUS 9, ”Czasorozdzielcza N-wymiarowa
spektroskopia do monitorowania procesów fizycznych i chemicznych“ realizowa-
nego w zespole dr hab. Krzysztofa Kazimierczuk. Wnikliwa analiza jej ograni-
czeń pozwoliła sformułować również alternatywny plan zastosowań transforma-
cji Radona w badaniach czasorozdzielczych.
Warto podkreślić, że zaproponowane rozwiązanie jest znacznie prostsze w
użyciu niż konkurencyjne metody spektroskopii ”dwuwymiarowej jednoskano-
wej“ [10] lub opartej na szybkim próbkowaniu[11]. Nie wymaga modyfikacji
sekwencji impulsowych ani zastosowania specjalnej aparatury.
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